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Restimen

La activacion de linfocitos T requiere que el antigeno sea capturado, procesado y presentado
por una célula profesional presentadora de antigeno (APC, del ingles Antigen Presenting Cells) . Un
nimero importante de trabajos recientes han demostrado que las células dendriticas (DC, del ingles
Dendritic Cells) son las APC mas importantes en la activacion de los linfocitos T virgenes. Estas
células estan ampliamente distribuidas en tejidos periféricos no linfoides (piel, traquea, epitelio vaginat
¢ intestino), sitios donde la estimulacién antigénica es muy importante. En estas areas, la principal
funcion de las DC es captar antigenos, posteriormente migran transportando y procesando dichos
antigenos, para finalmente presentarlos a los linfocitos T cn ¢l tejido hinfoide mas proximo. La
poblacion de DC mas estudiada radica en picl, donde se¢ conocen como células de Langerhans. El
intestino ¢s un tejido de gran interés, ya quc representa la superficie mucosa mas amplia det organismo
y es ahi donde se da una mavor estimulacion antigénica de mancra constante. En el presente trabajo,
usando los marcadores MHC CII, CD11b (Mac-1) y Thy-1, se buscaron nuevas poblaciones con
morfologia dendritica en intestino de tres diferentes cepas de ratones (Balb/c, C57BL/6 v CD40L-/-).
Se aplicd en este érgano la técnica de separacion de liminas epidérmicas usada en piel de manera

convencional.

Utilizando los marcadores arriba mencionados con técnicas inmunohistoquimicas, se
encontraron poblaciones en la lamina intestinal interna con morfologia claramente dendritica en el caso
de MHC CII y CD11b{Mac-1). Las densidades celulares se incrementaron a lo largo del intestino,
aunque los valores no reflejan una diferencia significativa entre las cepas de ratéon. Aplicando el
marcaje con Thy-1 se encontraron dos poblaciones positivas, una con morfologia evidentemente
dendritica v otra con morfologia no dendritica. Estas dos poblaciones se encontraron a lo largo de todo
¢l intcstino y cn las tres cepas con que sc trabajé. En el caso de las células con morfologia dendritica, la
densidad de estas células aumenté a lo largo del intestino, mientras que para las no dendriticas se
encontraron los niveles mas altos en el intestino delgado y un decremento en la densidad en el intestino

grueso.

Asi pues cn cl presente trabajo se encontraron poblaciones aparentemente no descritas de
células con morfologia dendritica, positivas para los marcadores MHC CII', CD11b (Mac-1)" vy

Thy-1", en la lamina intestinal interna obtenida por tratamiento con EDTA.



Introduccion

Anatomia Intestinal

La gran mayoria de los antigenos que estimulan al sistema inmunc penctran via mucosas, como
el tracto gastrointestinal y ¢l tracto respiratorio. Como resultado, se ha desarrollado ¢n las mucosas un
amplio y complejo sistema de organos y clementos linfoides asociados (Mowat and Viney 1997). Pese
a cllo actualmente se considera que ¢l campo de Jla inmunologia de mucosas csta practicamente
iniciandose, y que ademds cuenta con numcrosas particularidades comparado con los conceptos de la
inmunologia clasica (Kagnoff and Kiyono 1996). Es por ello que se considera importante el estudio

immunolégico en ¢l tracto digestivo.

El intestino representa la superficic de contacto mas amplia del organismo a la cual sc
enfrentan los antigenos; ademas de los elementos inmunes, se debe considerar que la misma estructura

y condiciones funcionan como barrera.

Estructura Histologica General
La estructura histologica general del intestino es la siguiente:

Mucosa

Es la lamina mas externa del intestino y su funcidén e¢s la de absorber los componentes
degradados de! alimento, ello se optimiza por diferentes estructuras que aumentan la superficie luminal
(Geneser 1984). Los elementos histologicos que forman parte de la mucosa son el epitelio, la lamina
propia (LP) y la lamina muscular de la mucosa, los cuales se describen a continuacion,

% Epitelio: El epitelio es cilindrico simple, compuesto por células de absorcion, caliciformes,
endocrinas y células de Paneth (Fig. 1). Las células de absorcion son cilindricas (aproximadamente
25u de alto), con nucleos basales ovales. La superficie libre presenta un borde en cepillo, que al

microscopio electronico s¢ observa formada por microvellosidades de aproximadamente 1y de

largo y 0.1p de ancho, ‘dispucstas paralelamente. Las microvellosidades aumentan la superficie
mucosa aproximadamente 20 veces, en ¢} centro de éstas se encuentran filamentos finos de actina y
miosina, quc les conficrc capacidad contrictil. El citoplasma de estas células es rico en

mitocondrias y presenta un reticulo endoplasmico liso desarrollado. Las células son productoras de
7



varias enzimas, dentro de las que destacan la fosfatasa alcalina, disacaridasas y dipeptidasas. Estas
celulas sc originan en la base de las vellosidades y migran hacia la cresta mientras maduran
(Geneser 1984).

Cabe recordar que una de las funciones principales de los epitclios es servir de barrera, con
permeabilidad sclectiva para separar fluidos de diferente composicion quimica. Esto sc logra por
medio de uniones estrechas en estas células (Alberts 1991). Estas células presentan ademas un
cinturon de adhesion alrededor de cada una de las células que forman cl epitelio, localizado cerca de
la parte apical de las células. Ademas de este tipo de union, se presentan también desmosomas
(uniones puntuales célula-célula, intracelularmente presentan union con filamentos intermedios) y

hemidesmosomas (uniones celulares que unen células de cpitelios con las células de la tamina basal)
(Alberts 1991).

Por encima de estas células se encuentra el glicocalix, region que contiene enzimas (disacaridasas,
peptidasas), proteinas no enzimaticas y moléculas transportadoras de proteinas, las cuales favorecen
la digestion y absorcion de nutrimentos (Tomohire and Owen 1994). Ademas, esta regién funciona

también como protectora, previniendo el contacto directo con patogenos (Neutra 1998).

Las células de absorcion cumplen funciones de digestion terminal, absorciéon de agua y
nutrimentos, ademas de que reesterifican los acidos grasos en triglicéridos para formar
guilomicrones, y transportan la mayor parte de los nutrimentos hacia la lamina propia (LP) (Gartner
and Hiatt 1997).

Las células caliciformes (Fig. 1) estan dispuestas entre las células de absorcién a lo largo del
epitelio v se van haciendo mas abundantes hacia el ileon. Dichas células tienen una base estrecha
donde se aloja ¢l nicleo y granulos de secrecion mucosa (Leeson, Leeson et al. 1990). Ademas
claboran mucinogeno, cuya forma hidratada, la mucina, es un componente del moco que forma una
capa protectora que reviste la luz intestinal (Gartner and Hiatt 1997). El moco esta compuesto por
1% mucina, 1% proteina libre, 1% sales dializables v 95% de H,O. Contiene ademas albumina,

inmunoglobulinas (IgA), lisozima y lactoferrina (Tomohiro and Owen 1994).

Las células endocrinas que (Fig. 1) se encuentran en las criptas y en las vellosidades, se encargan
de secretar péptidos que participan en la sccrecion gastrica y la motilidad intestinal. Son células con

forma piramidal, con el nucleo orientado hacia la base de la célula (Leeson, Leeson et al. 1990).
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Estas células estan relacionadas con la produccidn y liberacion de polipéptidos y proteinas con
actividad hormonal, actuando como reguladoras locales. En el duodeno y el yeyuno se encuentran
las células productoras de secretina {por lo que se estimula la sccrecion de jugo pancredtico) y de

colecistocinina {que estimula la secrecion de enzimas pancreaticas).

Por ultimo, las células de Pancth, (Fig. 1) localizadas solo en Ja base de las criptas de Lieberkiihn,
tienen forma piramidal con base ancha y vértice estrecho. Estas células producen lisozima, enzima
capaz de digerir las paredes de algunas bacterias (Lecson, Lecson ct al. 1990). Se caracterizan por la

presencia de granulos de secrecion eosinofilos apicales de gran tamaiio (Gartner and Hiatt 1997).

Célula de
Absorcion
Lumen Intestinal
Célula
Caliciforme
] Epitelio
E Mucosa Lamina Propia o0
Muscularis mucosee 3,
Submucosa )
Célula de
Paneth

Misculo circular

Célula
Endocrina

\

Figura 1. Estructura histolégica generai del intestino, se observan la mucosa, la submucosa, las laminas musculares y

la serosa, Ademas se presentan algunas de las células tipicas del epitelio intestinal.



Debajo del epitelio ya descrito se localiza la famina basal, la cual consta de una lamina densa de
entre 20 y 50 nm de grosor, cuya funcién es dar polaridad a las células de absorcion y guiar la
migracion de estas (también denominadas enterocitos) desde las criptas hasta las crestas de las

vellosidades, donde se desprenden después de cierto tiempo {Tomohiro and Owen 1994).

% Lamina Propia

La lamina propia (LP) ¢s un tejido que sosticne estructural, metabélica y fisiologicamente al
epitciio {(Newby and Stokes 1984). Se extiende entre las glandulas intestinales y los nucleos de las
vellosidades. Consta de fibras reticulares y células linfoides tales como; linfocitos, (Nagashima,
Macda ct al. 1993), células plasmaticas, (Leeson, Leeson et al. 1990), células dendriticas (Pavli,
Woodhams et al. 1990) y macréfagos. Ademas, es en esta region donde se encuentran las Placas de
Peyer (PP), que sc describen como foliculos solitarios, abundantes en la parte distal del intestino
delgado. Ademds, la LP cuenta con numercsas glindulas tubulares simples llamadas criptas de
Licberkihn, las cuales sc abren hacia los cspacios intervellosos como perforaciones de la tunica
epitelial (Gartner and Hiatt 1997).

<+ Lamina Muscular Mucosa

Esta formada por una capa externa de muasculo liso dispuesta en dos estratos, el primero circular
y ¢l otro longitudinal. Esta 1amina lc permite cl plegamicnto a la mucosa para promover la digestion
y absorcion de nutrimentos (Leeson, Leeson et al. 1990). Las fibras musculares de la capa circular
interna entran en la vellosidad y se extienden a todo lo largo del centro hasta llegar a la membrana
basal (Gartner and Hiatt 1997).

Subntucosa

La submucosa (Fig. 1) se encuentra entre la lamina mucosa y la muscular externa y consta dc

tejido conectivo areolar con fibras clasticas, permite la movilidad de 1a mucosa y conticne plexos de

vasos sanguincos y nervios (Leeson, Leeson et al. 1990). En esta seccion se encuentran vasos

sanguineos y linfaticos, lo mismo que un plexo nervioso parasimpatico llamado plexo submucoso de

Meissner, el cual controla cierta movilidad de la mucosa (Gartner and Hiatt 1997).
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Muscular Fxterna

Esta capa, también llamada tunica muscular (Fig. 1), consta de dos capas de fibras musculares
lisas dispuestas una de forma circular interna y Ia otra longitudinal externa. Entre ambas existe un
plexo vascular y un plexo nervioso denominado Plexo Mesentérico de Auerbach (Gartner and Hiatt
1997). Esta capa impulsa ¢l material alimenticio por la luz intestinal, fenomeno llamado peristaltismo

(Lecson, Leeson et al. 1990).

Serosa
Es la tunica mas externa v eosta formada por tejido conectivo areolar eldstico. A veces se

mezcla con el tejido conectivo de las estructuras vecinas v recibe el nombre de adventicia, pero hay

otras regioncs dondc esta cubierta por ¢l peritoneo v entonces sc Ie lama scrosa (Leeson, Lecson ct al.
1990).

Intestino Delgado

El intestino delgado (1D) cs un érgano tubular que va desde ¢l piloro del estomago hasta la
valvula ilcocecal, se divide cn 3 porciones duodeno, yeyuno ¢ ilcon. Su principal funcion cs la
absorcion, la cual comprende ¢l transportc de agua, ioncs inorganicos y sustancias alimenticing
degradadas. El agua sc absorbe exclusivamente por difusion osmotica simple, mientras que los tones sc¢
absorben por un mecanismo de transporte activo, sdlo os iones clorura pasan por difusién pasiva. Los
azicarcs y las proteinas s¢ absorben por mecanismos pasivos, previa degradacion a monosacaridos v
aminoicidos (Geneser 1984). La transicién entre una porcion y la otra es dificil de observar
macroscopicamente, por lo general se realiza a nivel histologico. En el raton, considerando al

duodeno, yeyuno ¢ iteon, la longitud promedio es de 35cm (Fig. 2) (Cook 1983).
Duodeno

Esta denominacion aplicada a la seccidon proximal del intestino delgado, proviene del griego
dodekadakitylon, que significa 12 dedos (debido a su longitud en humanos), es la porcion mas corta,
ancha y fija del intestino delgado (Berk 1987). Esta inicia después del esfinter pilérico que separa al ID
del cstomago (Fig. 2). Esta porcion intestinal rodea la cabeza y el cuello del pancreas {(Gartner and
Hiatt 1997), v no se encuentra unida al mesenterio. Para efectuar sus funciones digestivas, el duodeno
recibe bilis proveniente del higado y jugos digestivos provenientes del pancreas por los conductos

colédoco y pancreatico (Gartner and Hiatt 1997). En la submucosa se presentan las glandulas de
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Brunner, tuboalveolares ramificadas, los conductos de estas glandulas penetran en la capa muscular de
la mucosa y perforan la base de las criptas de Licberkiihn, la scerecion de dichas glandulas tiene un pH
entre 7 y 8, debido a que contiene iones de bicarbonato, cuya funcion posiblemente sca proteger a la

mucosa duodenal (Geneser 1984).

Yeyuno

Corresponde a la scgunda porcion intestinal y su nombre deriva del latin jejunus, que significa
vacio (Moore 1997). Su longitud corresponde a las dos quintas partes proximales del intestino delgado
(Fig 2) quc csta unido al mesenterio, sc¢ ubica en la porcion superior izquicrda de la cavidad
abdominal, Comparado con ¢l ilcon, el yeyuno presenta una parcd mas grucsa v su luz ¢s mas ancha.
Esta sceeion intestinal esta suspendida de la pared posterior del abdomen por el mesenterio, con forma
de abanico, el cual cuenta con una gran cantidad de ganglios asociados, lo que permite una infiltracion
constante a la pared intestinal por parte dc linfocitos v algunas células mononuclearcs (Gartner and
Hiatt 1997). Este mesenterio s¢ encuentra formado por dos tinicas de peritoneo, entre las cuales corren

vasos sanguincos, colectores linfaticos, nervios v tejido adiposo (Moore 1997).

leon

Es la denominacién de la ultima scccidn del intestino delgado y su nombre proviene del griego
eilein, que significa retorcer. Su longitud corresponde a las tltimas tres quintas partes del intestino
delgado mesentérico (Fig 2) (Berk 1987), y se localiza en las fosas iliacas. Esta seccidn intestinal, al
igual que el yeyuno, se encuentra unida al mesenterio (Moorc 1997). Es en esta seccidn intestinal
donde puede observarse la presencia de Placas de Peyer (PP). En el raton se encuentran en promedio de

9 a 14 PP con un tamadio dc 4mm aproximadamente (Cook 1983),
Intestino Grueso

E! intestino grueso (1G) esta compuesto por ciego, colon, recto y ano. El 1G se extiende desde
la valvula ileocecal, tramsicién entre el ciego vy el colon, hasta el ano, esta clasificacion es
fundamentalmente anatomica, macroscopica y condicionada topograficamente (Geneser 1984). Su
funcion es absorber la mayor parte del agua y los iones que s¢ encuentran en el quimo que recibe del

intestino delgado, de este modo las heces adquicran cierta consistencia (Gartner and Hiatt 1997).
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Figura 2. Tracto digestivo de ratén, se observa la longitud y proporcién relativa de las secciones anatémicas del intestino

delgado y grueso.

Es importantc mencionar quc la mucosa del intestino grueso no presenta vellosidades, sin
cmbargo contindan las criptas de Licberkiihn, y cstas son mas largas y rectas que en ¢l intestino
delgado (Geneser 1984). En cl ratén, ¢l intestino grucso ticne una extension de 14cm aprox (Fig. 2)

{Cook 1983).
Ciego

Esta estructura tienc forma de evaginacion alargada, cuva longitud c¢s variable (Fig. 2). Sc
caractcriza por presentar un cngrosamicnto de la pared debido a cantidades importantes de tejido

linfoidc, las cuales forman una capa casi continua de foliculos (Geneser 1984),
Colon

Corresponde a la segunda seccion del intestino grueso, su nombre provienc del griego koloo,
que significa grueso (Fig. 2). La lamina muscular externa es notable debido a que su componente
longitudinal no se continta a lo largo de toda la superficie, sino que remata en tres cintas estrechas de

fasciculos musculares, conocidos como cintillas o tenias colicas (Moore 1997). Esta seccidn del
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intestino recibe ¢l quimo a nivel de la valvula ilcocecal, ademas impide el flujo retrégrado del

conterudo cecal hacia el ileon.

Recto

Corresponde a la porcion terminal del intestino grucso, ¢std cubicrto parcialmente por
peritoneo y carcce de mesenterio (Fig. 2). Se localiza en la cavidad pélvica (Moore 1997). la
histologia del recto es muy similar a la descrita para el colon, salvo que sus criptas de Licberkiithn son

mas profundas, aunque en menor cantidad por area (Gartner and Hiatt 1997).

Ecologia Intestinal

Hasta hacc algunas décadas s¢ consideraba que ¢l intestino delgado no presentaba ninguna
poblacion de bacterias residentes, debido a que ¢l penistaltismo ¢s uno de los mecanismos de

eliminacion de estos agentes, sobre todo en dicha porcion (Cook 1983).

Sin embargo, cn los 70's sc describié cn cl raton la presencia de una bacteria que soporta las
condiciones de dicho ambicente, por medio de una cstructura ¢specializada que le permite anclarse cn
fas células cpitcliales, especialmente en ¢l ileon distal (Davis and Savage 1974). Su caracterizacion fuc
problematica debido a las dificultades para aislarla y cultivarla #n vifro. Sin embargo, por medio de
caracteres morfologicos se clasifico dentro de la familia Arthromitaceae y se le ha propuesto un ciclo
de vida. El microorganismo corresponde a una bacteria gram-positiva, su tamafio osctia entre 0.7 y

11.8pm de ancho y entre 20 a 80um de largo (Foster, Small et al. 1983).

No obstante, la mayor dificultad para el aislamiento v la descripcidn de especies nucvas en el
tracto intestinal corresponde a la falta de medios v condiciones de cultivo adecuadas. Actualmente y
con ¢l desarrollo de diversas técnicas, sc¢ pudo caracterizar fa presencia de lactobacilos y estreptococos
en el intestino delgado. Ademas se caracterizo la cinética de aparicién y desaparicién de estas
poblaciones. Las flavobacterias, los enterococos, Escherichia coli y algunos bacilos representan
poblaciones que aumcntan rapidamente, y después de haber alcanzado el pico de poblacion maximo
desaparecen abruptamente, mientras que los lactobacilos, estrcptococos anaerdbicos y bacteroides

persisten como flora residente toda la vida del animal (Dubos, Russell et al. 1963).
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En ¢l 1G cl panorama es totalmente diferente, la mayor densidad y diversidad de especies
patogenas y comensales habitan en csta seccion intestinal. En ratén se describio que las poblacioncs
comensales habitan el intestino a partir del 14 dia de vida ya que es cuando los animales son capaces de
ingerir comida solida v estc cambio en la dieta trae 1a colonizacién masiva de estos microorganismos
(Brown and Balish 1978). La flora residente esta formada por mas de 400 especies diferentes de

bacterias, v la mayor parte corresponde a cstreptococos, lactobacilos v enterobacterias (Tomohiro and

Owen 1994).

Las relaciones ecologicas que se establecen en comunidades como estas son estrechas y
complejas, por cjemplo; los productos mctabdlicos de una especie afectan ¢l crecimiento de las demis
¢ incluso pueden tener un efecto autorregutador (Berk 1987). Asi mismo, las relaciones ecologicas que
sc cstablecen en ¢l intestino han llevado a ciertas cspecics que inicialmente cran patogenas a adaptarse
al ambiente y establecer una relacion simbiotica de tipo comensalista, lo cual sugiere un complejo

proceso cvolutivo (Dubos, Russcell et al, 1965).

Inmunologia Intestinal

La mucosa itcstinal comprende la superficic mas amplia de contacto con antigenos cxtemos.
En ¢l humano, ¢l cpitclio intestinal comprende aproximadamente 400m® dec superficie, lo cual
representa 200 veces la superficie de la piel (Mowat and Viney 1997). Esta superficie se enfrenta
continuamente a diversos tipos de antigenos que van desde agentes patogenos (parasitos, bacterias,

virus) y comensales (bacterias), hasta el mismo alimento.

Es por ¢llo que la inmunidad intestinal es un sistema finamente coordinado para montar
respuestas inmunes de mancra rapida y eficiente, ademas de establecer tolerancia a muchos antigenos
incluyendo probablemente los alimentarios. Sc considera al tejido linfoide del tracto digestivo como un
sistema inmune local, denominado como tejido linfoide asociado al intestino {(GALT, del ingles
Gastrointestinal lymphoid tissue) (Ventura and Campos 1992). El GALT esta integrado por varios
compartimicntos: placas de Peyer (PP, del ingles Peyer patch), ganglios linfaticos mesentéricos (MLN,
del ingles Mesenteric lymph nodes), lamina propia (LP, del ingles lamina propria} y la scecidn de
linfocitos intraepiteliales (LIE) (Macpherson and Liv 1999). En humanos, ratas y ratones, ¢l GALT
posce zonas y células eferentes y aferentes. Las PP son zonas aferentes donde se captan antigenos

7

capaces de iniciar respuestas inmunitarias, mientras que los hinfocitos de la LP y los LIE son
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primordialmente células cferentes, capaces de producir inmunoglobulinas, en particular IgA, aunque

también proporcionan inmunidad mediada por células (Ventura and Campos 1992).

Las PP (Fig. 3) son conjuntos de ganglios linfaticos, localizados en la mucosa del intestino.
Cada noddulo presenta un centro germinal cercano a la muscularis mucosae y un casqucte 0 corona cn
contacto con ¢l cpitelio. Sc forman durante ¢l Gltimo tercio de la vida embrionaria mediante la
formacion de las células T y B (Ventura and Campos 1992). Las PP constan de tres dominios: la zona
folicular, la parafolicular vy ¢l cpitelio asociado al foliculo (FAE). El FAE es monoestratificado y forma
una interfase entre la asociacion linfoide y el lamen intestinal. En este epitelio existe un tipo celular
muy particular, denominado células M. Estas células se localizan en ¢l domo de las PP, estan rodeadas
por células de absorcion, y representan ¢l 10% de las células presentes en el FAE (Tomohiro and Owen

1994).
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Figura 3. Estructura general las PP donde se observan el FAE vy la distribucion de los linfocitos T, linfocitos B y células

dendriticas.

La importancia de las células M (Fig. 3) radica en que captan particulas del lumen intestinal y
las transportan hacia los linfocitos, macrofagos y DC. Esto se demostré por microscopia electronica de
transmisién (MET) donde se observan en estas células pequeias vesiculas intracitoplasmaticas que

transporta sustancias de la luz intestinal hacia los foliculos (Ventura and Campos 1992).



En la supcrficic apical, cstas células cuentan con procesos citoplasmaticos mas cortos y ¢n
menor numero quc las vellosidades, los cuales se denominan microplicgues. En esta seccion apical las
clulas M cuentan con una gran cantidad dc mitocondrias, microvesiculas y ¢scasos lisosomas, ¢s por
ello que se les adjudica capacidad para transportar los antigenos con poca degradacion enzimatica.
Algunas moléculas y microorganismos para los que sc demostré su transporte via células M son:
particulas y macromoléeulas (ferriting, toxing de colera, particulas de latex), virus (retrovirus tipo |y
3, MIV tipo 1), bacterias (Vibrio colerae, Salmonella typhi, Mycobacterium paratuberculosis.
Streptococus pyogenes. Yersinia enterocolitica y Escherichia coli) y parasitos (Crytosporidum sp.
Giardia muris). Ademas de transportar antigenos al interior de las PP sc demostré cierta actividad de
APC a las células M, va que expresan MHC CII e IL-1{Tomohiro and Owen 1994).

Respecto al origen de las células M existen dos teorias; la primera postula que se desarrollan a
partir de células cpiteliales maduras de absorcion, las cuales s¢ encucntran encima de las PP. La
segunda teoria postula quc cstas células se diferencian directamente dc un tipo de célula progenitora

localizada ¢n las criptas adyacentes al domo de la PP (Tomohiro and QOwen 1994),

Entre las células del FAE, en la zona subepitchial v la arcas foliculares s¢ cncuentran
abundantes células dendriticas MHC CII". En el ratén los centros germinales de las PP estin poblados
por linfocitos B con citoplasma abundante y palido; dc ellos ¢! 80% presentan IgA en su membrana.
Por otra partc también se demostro la presencia de linfocitos T, localizados en la region de la corona
intcrnodular y la cercana a la capa muscular, donde fa mayor parte de cllos presentan un fenotipo del

tipo cooperador (Thy 1-27, Lyt 1")(Ventura and Campos 1992).

El siguiente compartimiento del GALT corresponde a los linfocitos intraepiteliales (LIE),
donde se encuentran células NK, linfocitos T, células cebadas v macréfagos (Tomasi 1994). Los
linfocitos intracpitehales tienen baja capacidad proliferativa en comparacion con linfocitos de otros
¢rganos, funcionalmente presentan actividad citotoxica natural, que estd en intima relacion con el
contenido de granulos citoplasmicos. Es posible que esta actividad se vea aumentada en presencia de
interferon, debido a ello se propone que estos linfocitos intervienen en defensa contra infecciones
virales (Ventura and Campos 1992). Esta baja capacidad proliferativa quiz se relacione con rutas de
cocstimultacion poco usuales, tales como CD2, otra idca es que tal vez estos linfocitos estén ya
diferenciados hacia tipos celulares efectores (Mowat and Viney 1997). Una poblacion comin en este

grupo corresponde a los linfocitos TCR (del inglés T cell receptor) /3, los cuales representan el 50%
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de los LIE cn ¢l raton, mientras que en ¢l humano representan sélo el 10%. Su distribucion se limita a
cicrtas zonas como picl, intestino y epitclio genital, ademas cxiste una pequeia poblacion en higado v
bazo (Sato, Ohtsuka ct al. 1993). S¢ ha demostrado que estas células tienen origen tanto timico como
extratimico (McVay and Carding 1996). La diversidad de las cadenas y v 8 csta determinada por la
combinacion de diversas secciones de genes (V, D y J para los genes TCR 8 y V y J para los gencs
TCR ), ademas de diversas inserciones de nucledtidos y deleciones que ocurren durante ¢l proceso

(KagnofT 199%).

A partir de csta diversidad de genes s generan los linfocitos /8, sin embargo es posibic
observar un patrén en ¢l uso de gen V en relacion al lugar donde se encuentran estas células. Asi las
cclulas v/ de picl son fundamentalimente Vy5/V31, las de mucosa genital son Vy6/VS1, las dc intestino

son Vy7/V54, en timo son Vy2/V35 v en higado Vy1/V36 (Sato, Ohtsuka et al. 1993).

En ratén existe una poblacion v/8" dendritica en la piel, su funcién ain no es clara, sin embargo
s¢ cree que reconoce ciertos antigenos comunes cn los epitelios ¢ inicia respuestas rapidas contra un
numero limitado de agentes (Abbas, Lichtman et al. 1997). Estas células son denominadas células T
dendriticas cpidérmicas (DETC, del ingles Dendritic epidermal T cells) ¢ inicialmentc sc conocicron
como células Thy-1". Se encuentran localizadas en la lamina basat de los keratinocitos (Tigelaar and
Lewis 1995). La morfologia dendritica de estas células es lo que las hace particulares, ya que solo s¢
han reportado células Thy-1" dendriticas en picl, mucosa bucal y en menor densidad cn cséfago. Hasta
la fecha no se han encontrado células Thy-1" con morfologia dendritica en intestino, con lo cual se
propone que la morfologia dendritica solo se presenta en epitelios estratificados v no en epitelios

simples como el intestinal (Cohen, Alves et al. 1987).

De estas poblaciones que se¢ encontraron en diferentes mucosas, algunos estudios se¢ abocaron a
establecer si existen diferencias entre ellas o no, basados en la expresion de diversos marcadores. Un
estudio en ratén sugiere que es posible clasificarlas en tres grupos: y8 hepaticas, ¥d timicas y ¥ IEL
(Sato, Ohtsuka ct al. 1993).

En el intestino humano adulto, por cada célula ¥ hay entre 20-100 células epiteliales, esta
distribuctén y la naturaleza oligoclonal quiza deben ser considerarse para entender su funcién. En el
raton la proporcidn de células ¥d intestinales varia entre 20% y 80% dependiendo de las circunstancias

ambientales (Mowat and Viney 1997). Debido a su localizacion entre las células epiteliales sc cree que
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una de sus funciones es servir como primera linea de defensa ante los antigenos intestinales. En el caso
del raton esta funcion s¢ demostro ante patogenos como Listeria sp, Mycobacteria sp, Plasmodium sp
y Toxoplasma sp (Kagnoff' 1998). Otros estudios sugieren que las células ¥8 juegan un papel en ¢l
desarrollo de las células B productoras de 1gA v en la difcrenciacion de las células cpiteliales (Fujiashi,
Kawabata ¢t al. 1996). Otros grupos proponen la posibilidad de que estos linfocitos reconozcan
protcinas de choque producidas por las células en estado de stress, y proteinas dc micobacterias en el
conlexto de las porciones no polimorficas del MHC Cl (Bor, Happ et al. 1990; Berber 1992, Groh,
Steinle et al. 1998).

En la lamina propia existen diversos grupos de células, uno de los mas cstudiados son los
macrofagos. Estas células tiencn una distribucion preferencial cn la cresta de las vellosidades.
Manifiestan caracteristicas de células fisioldgicamente maduras como son; granularidad citoplasmica,
adherencia al vidrio mas duradera y mayor capacidad fagocitica para esferas de latex (Ventura and
Campos 1992). Contienen diversas vesiculas fagociticas ¢ incluso cuerpos apoptoticos. En cuanto a su
funcionalidad, por MET s¢ ha demostrade contacto con linfocitos CD4+, lo cual sugiere cierta
actividad como APC, aunque in vitro no s¢ ha podido demostrar (Nagashima, Maeda et al. 1993).
Ademas, sc comprobo su capacidad para secretar enzimas, mediadores quimicos y factores de actividad
diversa. Finalmente, los macrofages  del intestine delgado son capaces de ingerir substancias
carcinogénicas, hecho postulado como factor que disminuye la frecuencia de tumores a este nivel, en

comparacion con ¢l intestino grucso (Ventura and Campos 1992).

También estan presentes linfocitos B, los cuales provienen de las PP para diferenciarse en
células plasmaticas productoras de IgA e IgE. Se ha propucsto que los linfocito B se dirigen a la
mucosa por tropismo mediante factores ain desconocidos y un componente quimotactico producido
localmente. En lo que respecta a los linfocitos T, estas células se encuentran en la mucosa intestinal
dnicamente después del reto antigénico. La funcion de los linfocitos supresores en la lamina propia es
regular fa produccion de 1gM ¢ IgG locales, aunque después de repetidas exposiciones al antigeno por
via oral también se suprime la produccién de IgA (Ventura and Campos 1992). Los macréfagos poseen
una baja capacidad proliferativa, aunque secretan grandes cantidades de citocinas efectoras como IFNy,
IL4 e IL3, ademas cuentan con otras funciones, asi las células CD8+ y CD4+ poseen cierta actividad

citolitica, probablemente relacionada con la expresion del ligando de Fas (Mowat and Viney 1997).

Es importantc mencionar que en ¢l raton las células cpitcliales también desempefian funciones

inmunologicas ya que expresan moléculas MHC CII vy tienen capacidades de APC (Ventura and
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Campos 1992). Diversos estudios han demostrado la capacidad de estas células de presentar antigenos
in vitro a linfocitos T periféricos (Berber 1992). Esta capacidad sc adjudica a la expresion de diversas
moléculas en su superficic apical, las cuales pueden funcionar como “‘receptores de antigeno™ tales
como CD205 (DEC-203). Ademas, también cxpresan moléculas de cocstimulacién como CDS8.
Diversos estudios realizados por Groh ef al, demuestran que estas células cuentan con moléculas MHC
CI no clasicas como MICA vy MICB, las cuales pucden cstimular linfocitos T del tipo v8 (Hershberg
and Mayer 2000).

Células Dendriticas

Hasta hace unos afios ¢l campo de la inmunologia sc habia enfocado fundamentalmente a dos
componenies de la respucsta inmune: los anligenos vy los linfocitos, sin cmbargo existe otro ¢lemento
muy importante, ¢l sistema de las células presentadoras de antigeno (Banchereau and Steinman 1998).
Dentro de éstas destacan las células dendriticas por sus capacidades no solo de presentacién sino de

coestimulacion y de produccidn de citocinas (Steinman 1999).

Estas células fueron descritas por primera vez en 1868 por Paul Langerhans en la piel, sin
embargo no se les relaciond con ninguna funcién inmune. No fue sino hasta 1973 cuando Ralph
Stetnman las describe como células accesonas presentes en bazo de raton. Utilizando suspensiones
celulares scleccionaba las células adherentes a vidrio o plastico; dentro de ¢ste grupo s¢ encontraban
granulocitos, linfocitos, mononucleares v un grupo de células que presentaban prolongaciones
citoplasmaticas a mancra de pseudépodos los cuales se retracn y extienden constantemente. Es por ello
que se les designé como "Células Dendriticas”, ademdas presentaban un nucleo irregular, escasos
lisosomas y una baja actividad cndocitica tanto in vivo como in vitro (Steinman and Cohn 1973) Es
aqui donde por primera vez se les relaciona con el sistema inmune, y desde entonces una ardua
investigacion se ha Hevado eon torno a cllas para conocer su funcionalidad y papel precisos dentro de la
respuesta inmune. Tan solo un afio después se demostrd que el origen de estas células era de médula
4sca y que las células que se aislaban de bazo aparentemente no se¢ dividian (Steinman, Lustig ct al.
1974). '

Estas células una vez originadas en la médula dsea se dispersan por la via sanguinea a tejidos
no linfoides periféricos como la picl, traquea, vagina, csofago ¢ intestino, entre otros, donde sc
desarrollan en un estado considerado de inmadurcz inmunotogica (Fig. 4). Este se caracteriza por una

alta capacidad de captacion y procesamiento de antigenos (Tabla 1). Posteriormente, mediadores
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inflamatorios o productos microbianos estimulan la migracién de dichas células por los vasos linfaticos
hacia ¢l organo linforde mas cercano, donde son capaces de presentar dichos antigenos cficienlemente

en las zonas de¢ linfocitos T, en esta etapa las células se consideran maduras (Fig. 4) (Cella, Sallusto et

al. 1997). De este modo se pucden distinguir ciertas caracteristicas basicas para ambas:

Células Dendriticas Inmmaduras o Células Dendriticas Madiras
Altos niveles de wvesiculas citoplasmaticas ricas en | Alta cxpresc’m ¢n membrana de moléculas MHC
moléculas MHC C-II {Ossevoort, Kleijmeer ct al. [ C-11. Presencia de moléculas de cocstimulacién
1995). Poca o nula expresion de moléculas de|tales como CD58 ICAM-1, CD54, CDS86

coestimulacion (Steinman 1991). {Banchereau and Steinman 1998).

Alta capacidad dec macropinocitosis para internalizar | Baja capacidad cndocitica y dc receptores Fo
solutos y llevarlos a las vesiculas ricas en MHC C-II | (Banchereau and Steinman 1998).

(Stcinman and Swanson 1993). Receptores FCy y FCe
presentes (Bancherecau and Steinman 1998). Presencia
de receptores que median endocitocis como la lectina
tipo C, el receptor de manosa y Dec-205 (CD-2035)
(Banchereau and Steinman 1998)

Pobre actividad dc estimulacién para linfocitos T | Potente actividad estimulatoria para linfocitos T

virgenes (Steinman 1999). virgenes (Steinman 1999),

Tabla 1. Caracteristicas generales que definen a las DC maduras ¢ inmaduras.

Considerando lo anterior, algunas de las principales funciones de las células dendriticas son:

£ Actitan como centinelas in vive, va que presentan una distribucién que optimiza la captacion de
antigenos exdgenos y la migracton al organo linfoide mas cercano, optimizando asi la scleccion
clonal de los escasos linfocitos T CD4 y CD8 antigeno especificos.

&> Son las iniciadoras de la respuesta inmune, estimulando tanto a linfocitos T virgenes como a B,

Inducen tolerancia (Banchereau and Steinman 1998).

]

De este modo las células dendriticas integran todo un sistema que, de acuerdo con su
localizacion se puede dividir en tres secciones; células distribuidas en organos no linfoides (células de
Langerhans ¢ intersticiales), c€lulas en circulacién (células veladas) y células en los tejidos linfoides

(interdigitantes y foliculares) (Steinman 1991).
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Figura 4. Desarrollo v luncionalidad de las células dendriticas.
Células Dendriticas en Organos no Linfoides

Las DC mas estudiadas son las células de Langerhans, ampliamente caracterizadas en raton y
humano, aunque han sido descritas también en otros organismos. Estas células se caracterizan por
ciertas estructuras subcelulares que se observan por microscopia clectrénica, llamadas granulos de

Birbeck, con forma de ragueta de tenis, cuya funcion precisa ain no se conoce (Stemnman 1999),

Existen cvidencias solidas de la gran capacidad de migracion de estas células;, usando
isotiocianato de fluoresceina (FITC) como antigeno cutinco se han observado células dendriticas
marcadas con el fluorocromo en ¢l ganglio linfatico mas cercano, después de 24hrs (Cumberbatch and
Kimber 1990). La funcionalidad de estas células se ha demostrado ampliamente y actualmente existe
investigacion para reconocer su papel en enfermedades infecciosas cuya transmision podria realizarse a
través de piel por ejemplo leishmaniosis y dengue (Konecny, Stagg et al. 1999; Wu, Grouard-Vogel et
al. 2000), asi como para su uso en tecnologias tales como ¢l desarrollo de vacunas cuya aplicacion sea

cutanca (Fan, Lin ¢t al. 1999).
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Sin embargo las células dendriticas no solo se han descrito en piel sino también en mucosas y
otros tejidos, en csos casos s¢ les denomina como células intersticiales. Por ejemplo, en las vias
respiratorias se han caracterizado principalmente cn rata donde, usando cortes oblicuos de traquea ¢
inmunchistoquimica con marcadores como MHC CIl v OX6 (la) sc ha demostrado la presencia de
células positivas con morfologia dendritica en contacto con la lamina basal y la base del cpitelio
(McWilliam, Napoli et al. 1996). Ademas, se ha observado el aumento en la densidad de dichas células
cuando las ratas son cxpucstas a lipopolisacarido (LPS) en acrosol, variando de 600cel/mm’ a
1000cel/mm? en tan solo 24hr, lo que sugierc un papel importante cn la patogénesis y la respucsta

inflamatoria de vias respiratorias (McWilliam, Stumbles ¢t al. 1999),

La primera descripeion de estas células en la mucosa genital femenina fue cn 1968, v a partir
de entonces se han llevado a cabo numerosos cstudios tanto en cérvix como en iteros normales y con
alguna patologia. Estas células se caracterizan por presentar los siguientes marcadores, HLA-DR,
CDla, CDtc, S-100, v son positivas en la prueba de ATPasa de membrana (esta es una prucba
enzimatica que c¢videncia la presencia de esta proteina en membrana, su importancia radica en que las
células epiteliales no fa presentan, por lo que ¢s un buen marcador para las DC). Se localizan en las
zonas basal, parabasal ¢ intermedia de las capas de keratinocitos. La densidad normal de estas células
en ¢l exocervix ¢s 511+/-89 cel/mm’® (Larregina and Morelli 1999). Algunas de las posibles lineas de
investigacion a seguir con cstas células cs su potencial participacion en cnfermedades tales como cl

virys de inmunodeficicncia humana (HIV) y el virus del papiloma humano (HPV).

En el intestino estas células se han caracterizado usando dos estrategias; por medio de cortes
transversales, realizando inmunohistoquimica (Mayrhofer, Pugh et al. 1983, Wilders, Sminia ¢t al.
1983, Socsatyo, Biewenga ct al. 1990; Maric, Holt ¢t al. 1996) o rcalizando suspensiones celularcs que
se analizan por citometria de flujo (Pavli, Woodhams et al. 1990, Pavli, Hume et al. 1993; Liu and
Macpherson 1995). Los resultados que corresponden a la primera estrategia sugieren la presencia de
“marca” positiva para moléculas como MHC CiI y 0X6 (Ia), por lo que algunos autores argumentan
que una caracterizacion in situ resulta dificil (Macpherson and Liu 1999). Mientras que los estudios
realizados por medio de suspensiones celulares revelan la presencia de una poblacion positiva para
distintos marcadores v cuya funcionalidad sc demostro por medio de MLR (Pavli, Woodhams ¢t al.
1990, Pavli, 1993)

El intcrés de estudiar este tipo de células cn intestino radica en que este ¢s uno de los tejidos

con mayor cxposicion antigénica, v lo mas notable cs que no parcce iniciarse una respucsta inmunc
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activa contra todos los antigenos presentes. Los mecanismos inflamatorios, de captacion de antigenos y

de tolerancia para algunos de cllos, son aspectos interesantes de estudiar sobre la funcionalidad de estas
DC.

Sin embargo no sdlo en mucosas s¢ han descrito células dendriticas, también existen ¢n
Organos parenquimatosos como ¢l higado, rifién, corazén y pancreas. La importancia de cste tipo de
células en tejidos como cstos sc desconoce, aunque se proponc que pucden jugar un papel importante
en ¢l mantenimiento de la homeostasis del tejido, lo cual nos lleva a preguntarmnos qué sucede en el

caso de alguna patologia cn cstos organos (Steptoc and Thomson 1999),
Células Dendriticas en Circulacion

Las células veladas son células dendriticas que sc localizan cn los vasos linfaticos aferentes, sc
caracterizan por la extension de procesos citoplasmaticos, alta expresion de moléculas MHC CI v
actividad dc presentacion de antigeno. Han sido descritas en concjo, cerdo, ratén, rata, humano y
borrego. Ademas dc las células veladas en linfa, existc una proporcion de células dendriticas

circulantes las cuales en ¢l humano representan menos del 0. 1% (Steinman [991).
Células Dendriticas en Organos Linfoides

Dentro de los tejidos linfoides periféricos existen al menos dos regiones caracteristicas; la zona
de linfocitos T vy la de linfocitos B, en donde los linfocitos T y B residen y circulan constantemente. En
las zonas de B sc cncuentran las células dendriticas foliculares, las cuales reticnen antigeno en forma
de complejos inmunes e intervienen en el desarrollo de los centros germinales de células B (Mandel,
Phipps ct al. 1980). Mientras que en las zonas de T se encuentran las células dendriticas interdigitantes,
inicialmente descritas en una tesis de doctorado en 1970 (Veldman, J.E. 1970, Histophysiolgy and
Electron Microscopy of the Inmune Response, Steinman, 1991). Algunos de los marcadores presentes
en estas células son CD205 (DEC-205), CD68, CD40, CDR6, CD8, ligando de Fas, CD1 lc (Steinman,
Pack et al. 1997},

Linajes de Células Dendriticas

Desde hace algunos afios se ha aceptado de manera general el hecho de que las DC

corresponden a APC de diferentes linajes. Actvalmente se ha demostrado que las DC pueden
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diferenciarse de diversos tipos de progenitores, que diferentes tipos de DC pueden ser generadas del
mismo progenitor y que diferentes grupos de DC in vivo s¢ cncucntran cn sangre (humano) o cn bazo

(raton) (Grabbe, Kampgen ct al. 2000).

Diversos cstudios han demostrado la existencia de un precursor mieloide tanto en humanos
como en raton (Fig. 5). En humanos sc ha descrito un precursor CD34" de médula ésea, que bajo la
influencia de GM-CSF v TNF-a genera células con antigeno linfocitico cutaneo (CLA™, del ingles
Cutancous lymphocyte antigen), las cuales expresan rapidamente CDla, proliferan y se diferencian
bajo la influencia de TGF-B hacia DC con caracteristicas de células de Langerhans. Por otro lado,
estas mismas células CD34" pucde diferenciarse a células CD14", las cuales presentan el receptor de
M-CSF, vy cn presencia de M-CSF s¢ diferencian a macréfagos, mientras que en auscncia de éste
proliferan v sc diferencian 2 DC de tipo intersticial que expresan CDla*, CD2", CD9" y CDé68"
(Vandenabeele and Wu 1999). En ¢l raton ¢l precursor de médula Osea sc diferencia cn presencia de
GM-CSF, TNF-a. y CSF (Fig. 5), generando células que se distinguen por la expresion de CD11b
(Mac-1). Las células CD11b (Mac-1)" expresan, al igua! que en humano, el receptor de M-CSF, dando
origen tanto a macréfagos como a DC, mientras que las células CD1Ib (Mac-1) se difcrencia a células

tipo Langerhans, cxpresando E-cadherina (Zhang, Zhang et al. 1999).

Ademas, actualmente sc acepta que los monocitos sanguincos humanos CD 14" sean capaces de
diferenciarse en presencia de GM-CSF ¢ IL-4 a células con caracteristicas de DC inmaduras (alta
capacidad endocitica y fagocitica) después de 5 a 7 dias de cultivo (Cella, Sallusto et al. 1997). Sin
embargo, cn presencia de M-CSF estas células pucden diferenciarse a macrofagos. Por otra parte, si
€5t0s mismos precursorcs monociticos sc tratan con GM-CSF, 1L.-4 y TGF-B, son capaces de generar
células tipo Langerhans, que expresan E-cadherina y granulos de Birbeck (Vandenabecle and Wu

1999).
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Figura 5. Desarrollo del linaje micloide y linfoide de células dendriticas en raton v en humano, haciendo reterencia a las

citocinas o factores relacionados.

Las principales cvidencias dcl linaje linfoide se apoyan en estudios en raton (Fig. 5) (Cella,
Sallusto ¢t al. 1997). A diferencia de las células precursoras de médula dsea, el precursor timico
expresa CD44, ¢-KIT y bajos niveles de CD4, por lo que se ha designado como precursor “CD4 bajo”.
Cuando cstas células son tratadas con IL-1, TL-3, [L-4, IL-7, SCF, GM-CSF y TNF-a, sc da una
diferenciacion del 70% de estas células precursoras a DC. Omitiendo una por una estas citocinas, se
demostrd que las fundamentales para la diferenciacion son: IL-1, IL-3, IL-7, SCF y TNF-q, obteniendo
DC con ¢! siguiente fenotipo: MHC CIT', CD11¢", CD40", CD86" y CD205" (DEC-205). Un hecho
destacable es que el GM-CSF no es necesario para diferenciar DC linfoides en ¢l ratén ni en el
humano, mientras que parece ser el factor decisivo para su diferenciacién en ¢l caso del linaje
mieloide. (Vandenabeele and Wu 1999)

En humanos, la existencia de un precursor linfoide cstd demostrada por a los estudios de
diferenciacién de progenitores hematopoyeticos CD34", los cuales expresan HLA-DR y CD38 (Fig. 3).
Bajo ¢! estimulo de IL-1, IL-3, IL-7, SCF, GM-SCF y TNF-a, éstos se diferencian hacia DC sin
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proliferacion significativa. Este linaje es considerado linfoide debido a su capacidad de producir tanto
células T, B y NK pero no células fagociticas micloides. La bisqueda del precursor timico de DC en
humanos aiin esta en proccso, debido a que ¢l precursor que se encontrd ticne la capacidad de
diferenciarse tanto a linaje mieloide como a linfoide. Sin embargo, bajo €l estimulo de las citocinas

usadas cn raton sc han podido diferenciar DC linfoides (Vandenabecle and Wu 1999).

Actualmente se ha descrito ¢n humano un tipo celular particular llamado T plasmacitoide
(PTC, dcl ingles Plasmacitoid T cell), el cual comparte caracteristicas con células plasmaticas,
linfocitos T v monocitos, y sc proponc como un precursor linfoide para DC en humanos. Las PTC
corresponden a un tipo especial de célula que se encuentra en las zonas de T en organos linfoides v han
sido deseritas en amigdalas, sangre periférica, cordon umbilical y médula dsea fetal, B lo que se
refiere a su fenotipo expresan CD4 (marcador de T), CD68, CD36 {(marcador de monocitos) y CD15
(marcador d¢ granulocitos) v por MET presentan una morfologia caracteristica muy similar a la

reportada para las células plasmaticas (CP) (Vandenabecic and Wu 1999).

Cuando estas células aisladas de amigdalas son cultivadas con IL-3 y CD40L se diferencian a
DC que expresan altos niveles de MHC CIL, CD40, CD80 y CD86. Es importante mencionar que cstas
células presentan un reticulo endopldsmico y un aparato de Golgi muy desarrollado lo cual sugiere que
corresponden a célutas diferenciadas con una alta actividad de scerecion, como las CP, ésta ¢s una de

las actividades funcionales atribuidas a estas ¢élulas (Grouard-Vogel, Rissoan et al. 1997).

Actualmente s¢ ha postulado la posibilidad de que estos dos linajes realicen funciones
diferentes (Cclla, Sallusto et al. 1997). En raton se cuenta con cierta evidencia que indica que las
células det hinaje linfoide inducen respuestas de tipo Thl, micntras que las células del linajc micloide
inducen respuestas Th2. En contraste en humano el sistema linfoide/plamacitode genera respuestas

Th2, v ¢l linaje micloide genera respuestas Thl (Grabbe, Kampgen et al. 2000).

Sin embargo, a pesar de toda la investigacion en este campo, adn no estd claro cudl es la
relacion entre los precursores y las células distribuidas in situ en las mucosas, organos linfoides y
circulacion (Grabbe, Kimpgen ct al. 2000). Las células de Langerhans constituyen ¢l mejor gjemplo de
la falta de correspondencia con las clasificaciones in vitro, existe evidencia de que estas c€lulas pueden

diferenciarse de precursores tanto linfoides como mieloides (Vandenabeele and Wu 1999).
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Estimulacion de Linfocitos T

Las DC estan involucradas cn muchas funciones de los linfocitos T, de hecho se ha propucesto
quc estas son las unicas APC capaces de estimular linfocitos T virgenes, v linfocitos en reposo (Ni and
O'Naill 1997). Sc¢ han realizado diversos cnsayos para probar la capacidad de estimulacién de las DC
hacia los linfocitos T, la mas usada ¢s la prucba dc Reaccion mixta de leucocitos (MLR, del inglés
Mixed Leukocyte Reaction) la cual ¢s un modclo in vitro del rcconocimicnto de moléculas MHC
alogénicas v se usa como prucba final para comprobar la compatibilidad de ciertos tejidos (Abbas,
Lichtman ct al. 1997). En c¢sta prucba, los lcucocitos dc un individuo (¢l donador) sc mczclan con
células del receptor. Si el donador v el receptor tienen moléculas MHC diferentes las células T
comicnzan a proliferar berando citocinas y desarrollandosc a linfocitos T citotoxicos. Normalmente
esta prueba se realiza con un nimero igual de células de! donador v el receptor, sin embargo en el caso
de las DC, con s6lo una de cllas es posible cstimular entre 100 y 3000 células T (Banchercau and
Steinman 1998). Actualmente la reaccion de MRL es el ensayo mas usado in vifro para demostrar la
funcionalidad en las DC, va que se¢ inducen tanto CD4" (cooperadores) como CD8" (citotéxicas)
(Stcinman 1999). Solo las DC maduras y los linfocitos B activados son capaces de estimular a los

linfocitos T ¢n esta prucba, aunque las DC cn mayor proporeidn (Ni and O'Neill 1997).

La estimulacion 6ptima dc las células T requicre de dos scilales provistas por la APC;
v" La interaccion péptido MHC/TCR. (“sefial 17)
v" Sefiales coestimulatorias. {B7-1, ICAM-1} (“sefial 2")(Dubey, Croft et al. 1995)

Dentro de las moléculas de coestimulacion en DC de ratén v humano se expresa la proteina
B7 (CD80/CDE6), ICAM-1 (CD34) y LFA-3 (CD58) (Ni and O'Ncill 1997). In vivo se han realizado
diversos expenmentos para demostrar la capacidad de las DC para esttmular a los linfocitos T,
comparandolas con macrdfagos y células B activadas. Los resultados ponen de manifiesto que las DC

son la poblacion mas importante en la estimulacion (Levin, Constant ¢t al. 1993).

Ademas de contar con las moléculas de coestimutacion las DC presentan entre 10 y100 veces
mas moléculas MHC y complcjos MHC/peptido antigénico en membrana, que otras APC. Aunado a lo
anterior, las DC son capaces de resistir ¢l efecto supresor de la IL-10, sintetizando altos niveles de
IL-12, la cual intensifica tanto la inmunidad innata como la adquinda {Banchereau and Steinman

1998).
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Caracterizacion en Intestino

En el intestino las DC se han descrto en las Placas de Peyer (PP), Ganglios Linfaticos
Mcsentéricos (MLN) y en Lamina Propia (LP), aunque su caracterizacion completa alin csta ¢n

Proceso.

En la LP, las DC se identifican por critcrios morfolégicos ¢ inmunohistoquimicos (¢l marcador
mas usado cs MHC CII) en todas las regiones intestinales. Sin embargo la expresion de MHC Cli y
morfologia irregular no son caracteristicas suficientes para la identificacion de este tipo cclular
particular (Macpherson and Lin 1999). Sc han realizado diversos estudios en rata (Mayrhofer, Pugh ct
al. 1983: Maric, Holt ct al. 1996), ratén (Socsatyo, Biewenga et al. 1990), cerdos (Wilson, Haverson ct
al. 1996), y humanos (Pavli, Hume et al. 1993), identificando una poblacion de células MHC CII
localizada por debajo de la lamina basal del epitelio, que se extiende a manera de red en toda la lamina
propia. Adcmas, cstudios dc ontogenia ¢n rata demuestran células MRC 0X4™ (Ja") con morfologia
dendritica en la lamina propia desde los 18 dias de gestacion (Mayrhofer, Pugh et al. 1983). La
importancia de estas cclulas radica en que posiblemente lleven acabo dos funciones: la adquisicion
antigénica y transporte hasta un ganglio y la reestimutacion de linfocitos T de memoria en la misma LP

{Macpherson and Liu 1999).

Existen reportes de células MHC CHI" en LP de perro, donde el mayor nimero de células
marcadas sc observa hacia la base de las vellosidades (Elwood, Hamblin et al. 1997). En el humano se
ha demostrado que los macrofagos sc localizan justo por debajo del epitelio, mientras que las DC

forman una red en la lamina propia y que estas células son mas abundantes hacia las base de las criptas
(Keclsall and Strober 1996).

En raton existen descripciones amplias sobre las poblaciones de macrofagos y DC en la
mucosa intestinal, en las que se demuestra una gran diversidad de subpoblaciones de estos tipos
celulares. Las células se distribuyen principalmente en la lamina propia, y una de las poblaciones, ia
CD11b (Mac-1)' sc cncuentra en la submucosa (Soesatyo, Biewenga et al. 1990). Cabe aclarar que
todos estos trabajos se realizaron utilizando cortes clasicos transversales de tejido congelado. Los
estudios de microscopia de optica y electronica también han aportado informacién que permite
diferenciar cste tipo celular, ¢l cual posee un nucleo irregular, un anillo de heterocromatina y casi no
presentan vesiculas (Pavli, Hume ct al. 1993), ademas hasta el momento no se¢ les han obscrvado
granulos de Birbeck (Ruedl, Ricser ct al. 1996)
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Justificacion

Las DC son las APC mas potentes que se conocen (Steinman 1991), v se encuentran
distribuidas cstratégicamente para la captacion de antigenos externos en la mayoria de las superficics
de contacto (picl, mucosa intestinal, cpitclio genital, mucosa respiratoria, cte.)(Steinman 1999). En
piel, su cstudio sc ha facilitado gractas a la técnica dc obtencién de laminas cpidérmicas con EDTA,
con la cual es posible separar la dermis de la epidermis y en ésta, por inmunohistoquimica se observa
una poblacion de aproximadamente 800 DC/mm? (Heras 2001) ya que cuando se trabaja con cortes

transversales de picl, solo sc obscrvan unas pocas marcas, dependiendo del corte.

Considerando la cantidad v diversidad de antigenos a los cuales la mucosa intestinal csta
expucsta, resultad de interés estudiar a las APC dc cste tugar. La entrada de dichos antigenos hasta las
APC s¢ da por dos vias principalmente: PP y por el mismo epitclio {Ventura and Campos 1992). En

intestino s¢ han descrito DC en tres sitios: LP, PP y vasos linfaticos (Macpherson and Liu 1999),

En LP, los ¢studios in sifu fugron realizados con cortes clasicos, lo que solo permite la
obscrvacion de cicrtas marcas positivas pero no muestran una morfologia cclular definida (Mayrhofer,
Pugh et al. 1983; Soesatyo, Biewenga et al. 1990; Pavli, Hume et al. 1993; Maric, Holt et al. 1996;
Wiison, Haverson et al. 1996), por lo mismo no se ha podido establecer su densidad celular por area en

este tejido.
Considerando lo anterior sc decidid intentar adaptar la técnica de scparacion de laminas

epidérmicas en piel para el tejido intestinal, con ¢l objetivo de buscar una poblacion mas amplia de DC

de las ya descritas en intestino,
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Objetivo General

» Identificar poblaciones MHC C-11" in srru en laminas intestmales v determinar su distribucion en

ratones de las cepas Balb/c, C57BL/6 v CD40L-/-.

Objetivos Particulares

* Estandarizar la técnica de separacion de laminas cpidérmicas para su uso en intestino.

¢ Determinar la posible cxistencia de DC en laminas intestinales, asi como su ubicacion precisa
cn las mismas.

* Caracterizar a cstas células con diferentes marcadores por inmunohistoquimica.

e Decterminar la densidad celular por arca en ¢l intestino delgado y grucso.

¢ Comparar los valores obtenidos para cada una de las cepas de ratones estudiadas.
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Material y Métodos

Animales

Se utilizaron ratones Balb/c, CS57BL/6 v CD40L-/- libres de parasitos intestinales, proveidos

por ¢l bioterio del CINVESTAV. Los animales fucron sacrificados por dislocacion cervical.
Obtencion de Laminas Tntestinales

Una vez sacrificado cl animal se colocd en posicion dorsal y se le realizd una incision en la
porcian anal, a partir de la cual se disee1d con ayuda de un bisturi a todo lo fargo del abdomen, dejando
al descubierto los érganos internos. Posteriormente se abrio ¢t peritoneo y se localizé al estomago,
después del esfinter pilorico sc realizo ¢l primer corte y sc separd ¢l mesenterio hasta encontrar ¢l

recto, donde se realizd el segundo corte.

El intestino scparado sc coloco en solucion salina (SS) al 0.85% para su manipulacién. Sc
rctiraron los restos de mesenterio y ¢l intestino s¢ extendido cortd en sccciones de aproximadamente
4em: las cuales sc abricron “cn canal” degjando cxpuesto ¢l contenido intestinal (Fig. 6). Estas muestras
de 4cm se clasificaron segin el siguiente criterio; considerando que la longitud promedio del intestino
delgado corresponde a 35cm (Cook 1983} vy las sccciones cortadas fueron de 4cm se obtenian 9 de las
cuales, la primera se considerd duodeno, las 4 siguientes yeyuno v las 4 restantes ileon, el intestino
grueso en promedio mide 14cm (Cook 1983) y no se dividié. Las muestras se limpiaron para eliminar
todo ¢! contenido v se colocaron en acido ctilencdiamine tetracético (EDTA) 0.5M (pH 7.4) por 30min

para ¢l intestino delgado v 45min para ¢l grueso, a 37°C (Fig. 6).

Después de la incubacion se les retird el EDTA a las muestras y se lavaron por 10 min. en
solucion salina 0.85%. Posteriormente s¢ separaron las laminas intestinales por traccidn con ayuda de
pinzas finas y un bisturi, obteniéndose dos laminas; la externa ubicada hacia el limen intestinal y la

interna, hacia la serosa (Fig. 6).



Obtencion del Abertura del
intestino, y inlestino “cn
eliminacion de——p» ¢ canal
mesenterio. P l

EDTA 0.5M

= Lavado en 37°C.
solucion 30min J
l ¢ salina ¢ Intestino
» ~a por 10min. Delgado

] . 45min
Lamina Intestinal Lamina Intcstinal
Interpa (hacia la Externa (hacia ¢l
SCrosa)

Figura 6. IMagrama de fTujo que ilustra la metodologia que se uso para la obtencion de las Faiminas intestinales.

Ambas laminas intestinales sc fijaron con acetona (Productos Quimicos Monterrey) fria por
20min, sc lavaron 2 veces en S.S. y  posteriormente se bloqued la actividad de peroxidasa endogena
saturando la enzima con peroxido de hidrogeno al 3%, durante 20 min. a temperatura ambiente. Por
ultimo y a modo de cvitar la union inespecifica de los anticucrpos a utilizar, se utilizé suero de chivo

al 1% como bloqueador durante 40min. a temperatura ambiente (Fig. 7).

Inmunohistoquimica

Los anticucrpos primarios que s¢ usaron para la caracterizacion celular fucron los siguicntes:

Anticuerpo monoclonal de rata anti-MHC CII de ratén, proviene del hibridoma de rata NIMR4,
amablemente proporcionado por el Dr. Leopoldo Santos, dcl Departamento de Biomedicina Molecular

del CINVESTAV, el cual s¢ uso en una dilucion de 1:100. El isotipo al que corresponde s y2b.

Anticuerpo monoclonal de rata anti-Thy-1 de ratén, ATCC. No. de Catalogo TIB-238. Provenientc
de un hibridoma (M5/49.4.1) de rata. La linea celular utilizada para inmunizar es linfoblasto. Se us6 a

una dilucién de 1:80. El isotipo correspondc a y2b.
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Figura 7. Diagrama de flujo que ilustra la inmunohistoquimica que se realizé usandoe los anticuerpos primarios anti- MHC CII,
anti-Thy-1 y anti-CD1 I{Mac-1).

Anticuerpe monoclonal de rata anti-CD11b de raton (Mac-1) Biotinado, Pharmingen. No. dc
Catalogo 01712A. Este anticuerpo es producido por la clona M1/70 v su isotipo corresponde a IgGay,
k. Sc une especificamente a la subunidad de 170-kDa de CD11b (Mac-1), también conocido como ¢l
receptor de complemento 3 (CR3), el cual media la adhesion a C3bi e ICAM-1 (CD54). Este se usé a

una dilucién 1:100.

Debido a que en la literatura se describe el marcador MHC CII como el mas usado para la
localizacién dc DC, sc decidid hacer la caracterizacion inmunohistoguimica cn todas las seccioncs
intestinales (duodeno, yeyuno, ileon e intestino grueso) mientras quc para los anticuerpos Thy-1 ¥

CD11b (Mac-1), solo se dividicron las secciones en intestino delgado y grueso.

El anticuerpo primario se incubd durante fa noche a 4°C y al dia siguiente se realizaron 3
lavados de 10 min. cada uno, con albiimina sérica de bovino (BSA, del ingles Bovine seric albumin)
0.1% en solucién salina (Fig. 7). En caso de que el primer anticuerpo no estuviera biotinado, se¢ coloco
¢! scgundo anticucrpo anti-rata biotinado, ¢l cual s¢ incubé durante lhr a temperatura ambicnic.
Después del tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno, por iltimo el tejido se
incubé con la cstreptavidina peroxidasa (SAVPOX) por lhr a temperatura ambiente (Fig. 7). La
reaccion se reveld con diaminobencidina (DAB), durante 10 o 15min, la cual desarrolla un color

marron caracteristico (Fig. 8).



Anticuerpo policiona! de conejo anti-rata, Biotinade, Vcctor Laboratorics. No. de Catalogo BA-
4001, Usado como segundo anticuerpo para detectar aquellos anticuerpos primarios de rata que no
cstan biotinados. Reconstituido su composicién final es 10mM de fosfato, pH 7.8, 0.15M de NaCl,

0.08% dc azida dc sodio y 0.5mg de IgG biotina activa. Este sc usd a una dilucion de 1:350.

Estreplavidina
Pcroxidada
Biotina
DAB
R Se forman
Anlicuoerpo preeipitadas
Scoundario de color
marron.

Anticuerpo
Primario

Antigeno cn el tejido

Figura 8. Diagrama que ilustra las inleracciones entre los componentes del sistema usados en la inmunohistoquimica. La
peroxidasa () se encuentra unida covalentemente a la estreptavidina ( 3£ ). El anticuerpo primario sc une directamente af
antigeno a identificar y a este se une ¢l segundo anticuerpo con la biotina acopada (A). La inferaccién entre la peroxidasa v la

DAB produce precipitados de color marrdn, lo cual evidencia la reaccion,

Estreptavidina conjugada con Peroxidasa (SAVPOX) SBA. No. d¢ Catalogo 7100-05. Proteina
tetramérica purificada de Strepromyees avidinii, compucsta por cuatro subunidades idénticas cada una

con un sitio de alta afinidad para biotina. Acoplada a peroxidasa. La dilucién a la que se usé es 1:500.

Cinética

Segtn ¢l proceso ya descrito, sc obtuvicron las laminas intestinales de ratones Balb/c de 3, 6 v
8 semanas de edad y sec reahzaron inmunochistoquimicas de todas las secciones intestinales en cada

caso, usando ¢l anticuerpo anti-MHC CII siguiendo e! procedimiento ya descnto.
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Montaje

Las mucstras ¢n las que sc realizo la inmunohistoquimica s¢ montaron con la resina Poli-mount
(Polysciences, No. de Catalogo 08381). Estas se montaron en portaobjetos previamente desengrasados
Y sc les colocd un cubreobjetos, sobre ¢l cual s cjercié presion para que la muestra quedara con ¢l
menor nimero de pliegues, posteriormente se introdujo la laminilla en hiclo seco hasta que se congelo,
para despucs retirar ¢l cubreobjctos con una navaja y someter la mucstra a una deshidratacion rapida

con alcohol etilico absoluto, las muestras se dejaron sccar v se les colocé la resina v un cubreobjetos

nucvo,

Conteo

Para cada experimento se realizaron un minimo de 2 repeticiones, de cada repeticion se
obtuvieron fas muestras correspondientes contande con 2 ratones por cada variable o condicion, cn

cada muestra sc contabilizaron ¢l nimero de células por lo menos en 10 campos, cn un aumento de
400x.

Con ¢l niimero obtenido de células por campo, se calculd la densidad celular por arca por
medio de la siguiente relacion; considerando la cifra de campo visual v el aumento s¢ calculd el
diametro de campo, que para ¢l microscopio (American Optics) que se uso, segin la siguiente formula;
® de Campo = Cifra de Campo Visual/Aumento dei Objetivo (Rincén Sanchez and Reyes Ortiz 1992)
@ de Campo =18mm/40x
@ de Campo =0.45mm = 430p

Calculando asi el diametro de campo, se obtuvo el area por campo segiin la siguiente formula:
Area de Campo=T]r
Arca de Campo = (3.1416) (225u)°

Area de Campo = 0.1590 p*

Considcrando asi ¢l drea cn la cual sc cucntan las células, con uma regla de tres se caleuld cl

numero de células en cualquier area. En este caso se calculd por milimetro cuadrado.
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Cortes Semifinos de las LLaminas Obtenidas

Las laminas intcstinales dc ratoncs Balb/c adultos v una mucstra de explante de intestino
completo sc fijaron en glutaraldchido al 2.5% durante 1 hr, después de extraidas y lavadas con solucion
salina  al 0.85%. Concluido ¢l ticmpo de fijacion, las mucstras se favaron abundantcmente con
amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M, y fucron procesadas con la téenica convencional de

microscopia clectronica, la cual sc describe a continuacion.

Despuéds de avar, las muestras s¢ postfijaron con tetradxido de osmio al 1% cn cacodilato de
sodio 0.1M durantc lhr. Postcriormentc las mucstras sc lavaron con cacodilato de sodio durante 10min
y se deshidrataron gradualmente con alcoholes (70%, 90% vy 100%) realizando dos cambios de 10min
cada uno. Una vez deshidratadas las mucstras s¢ trataron con oxido de propileno durante 10min, para
posteriormente preincluirlas en una mezcla de epon y 6xido de propileno 1:1 durante 12hrs. Terminado
el tiempo de preinclusion, se retird la resina de preinclusion y se incluyeron las muestras en epon para

polimerizarlas durante 24 hrs a 60°C.

Los bloques polimerizados s¢ cortaron c¢n un ultramicrotomo Reichert-Jung para la obtencion
de cortes semifinos usando cuchilia de vidrio, con un grosor de 0.9u. Estos cortes se¢ tifiicron con azul

de toluidina para su observacion en microscopia dptica.

Analisis Estadistico

El analisis de todos los resultados s¢ rcalizé con ¢l programa SPSS para Windows Ver. 10.1.
En el caso de la caracterizacion con los marcadores MHC CII, Thy-1 v CDlle (Mac-1) en las
diferentes cepas murinas y la cinética de expresién de MHC CII en ratones Balb/c se aplico una
ANOVA de una cola para determinar si existe diferencia significativa cntre los grupos. Para el caso de
comparar los valores con los marcadores CD!1c (Mac-1) y Thy-1 de intestino delgado y grueso de un

mismo raton sc aplico una prucba de t.
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Resuliados

Caracterizacion Inmunohistoquimica de Liminas Intestinales de ratones Balb/c, CS7BL/6 y

CD40L-/-

Por inmunohistoquimica sc¢ encontré que solo la l&mina intcrna mostraba células positivas para

los marcadores usados, mientras que la lamina ¢xterna fue ncgativa (Fig. 9).

El anticuerpo anti-MHC CII identificé una poblacién celular uniforme con morfologia

claramente dendritica (Fig. 10). La densidad de dicha poblacion incrementa a lo largo del intestino,

iniciando en duodeno en un intervalo entre 196-315 cel/mm’ alcanzando niveles en el intestino grueso

en un intervalo entre 520-540 cel/mm’ La distribucion ascendente en la densidad a lo largo del

intestino ¢s la misma en las tres cepas de ratones, sin embargo los valores minimos de densidad en el
intestino delgado los presenta la cepa mutante CD40L-/- (Grafica 1).

Densidad Celular (ce/mm%)

Balb/c CD40L-/-
Cepa

N

Duodeno
B Yeyuno
E Heon

B Grueso

C57BL/6

Grifica 1. Distribucién de la densidad de células dendriticas MHC CII' en el intestino de ratones adultos Balb/c, CD40L-/- y

C57BL/6.

Existe una diferencia significativa entre los valores de duodeno, yeyuno, ileon e intestino
grueso en los casos de los tres tipos de ratones (Balb/c, F =30.45 P>0.001, C57BL/6, F =36.661
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P>0.001 y CD40L-/-, FF =58.83 P>0.001), sin embargo no existe diferencia significativa comparando
las secciones anatémicas entre las cepas (F=2.54, Valor de Tablas F =3.975).

Figura 9. Inmunohistoquimica con MHC CT en la seccién externa (A) ¢ interna (B) obtenidas después de tratamiento con
EDTA. (32x). Barra=30p.

Usando ¢l anticuerpo Thy-1 en la seccion interna se encontraron dos poblaciones positivas; la
primera con morfologia dendritica y la segunda con morfologia no dendritica, en todas las cepas. Estas
poblaciones son menos uniformes que la MHC CII" (Fig. 11). En el caso de las células con morfologia
dendritica la densidad aumenta a partir del intestino delgado, presentado valores dentro del intervalo de
157-308 cel/mm’ hasta alcanzar valores en el intervalo de 190-479 cel/mm?’ en el intestino grueso. En
el caso del ratdon CD40L-/- la relacion es a la inversa, se observa mayor densidad en el intestino
delgado (303cel/mm®) que en el intestino grueso (204cel/mm?) (Grafica 2).

La poblacién Thy-1" con morfologia no dendritica presenta un densidad menor a la encontrada
con morfologia dendritica y su densidad disminuye a partir del intestino delgado, donde se presentan
valores en el intervalo entre 58-300cel/mm’, hacia el intestino grueso donde existe una densidad en el

intervalo entre 23-260ceVmm’ (Grafica 3).
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Figura 10. Inmunohistoquimica con MHC CI en la 1amina intestinal interna de 3 cepas de ratones. (A) Balb/c,
(B)Y C57BL/6, (C) CDM4OL/-. (64x). (D) Balb/c, (E) C5TBL/6, (F)} C40L /-, (32x).Barra = 30p.
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Grafica 2. Densidad de células Thy-1" con morfologia dendritica en intestino de ratones Balb/e, C57BL/6 y CD40L-/-,
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Grafica 3. Densidad de células Thy-1" con morfologia no dendritica en intestino de ratones Balb/e, CS7CL/6 y CD40L/-,

Usando cl anticuerpo CD11b (Mac-1) se encontré también una poblacién uniforme con
morfologia dendritica (Fig. 12). La densidad de esta poblacién aumenta del intestino delgado al
intestino grucso, cncontrando valores cn cl ID cn el intervalo de entre 232-416ccl/mm” con valores cn
el intervalo de 368-355cel/mm?en ¢l IG (Grafica 4). La distribucion ascendente de la densidad celular
a lo largo del intestino s¢ manticne en las tres cepas de ratones usados. Existe una diferencia
significativa entre los valores de intestino delgado y grueso entre las cepas (F =105.9, P>0.001; F
=56.82, P>0.001)
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Gralica 4. Densidad de oélulas CDE b (Mac-1)' con morlologia dendritica en intestino de ratones adultos Balb/c, C37BL/6 y
CI1X401.-/-.

Cinética de Expresion de MHC ClI en ratones Balb/c

En la cinctica de expresion de MHC C1l sc obscrvaron algunas vartaciones cn las densidades
celulares. El aumento en densidad celular scgun la seccion anatdomica también se volvid a observar, En
cl caso del intestino delgado no se dicron cambios dramaticos c¢n la densidad a lo largo del ticmpo
estudiado, sin embargo en el caso del intestino grueso se observd una disminucion en la densidad a la
scmana 6, presentando valores de 313cel/mm?, con respecto a los valores obscrvados en la semana 3
(461cel/mm’). La densidad se recupero a los niveles normales del adulto en la semana 8, prescntando
valores de 540cel/mm’ (Grafica 5). No se encontré diferencia significativa entre los valores de
intestino delgado a las diferentes edades, sin embargo si existe diferencia significativa cuando s¢

compara con los valores del intestino grueso  (F=46.40, P>0.001).
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Figura 12. Inmunchistoquimica con CD11b {Mac-1) en la lémina intestinal interna
de 3 cepas de ratones. (A) Balb/c, (B) C57BL/6, (C) CD40L~-. (64x). Barra=30u.
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Grafica 5. Densidad de células dendriticas MFIC CIT de la lamina intestinal interna de ratones Balb/c de diterentes edades en

cuatro regiones analomicas.
Localizacién Histologica de las poblaciones celulares descritas por Inmunohistoquimica

Al realizar cortes transversales del intestino normal (Fig. 14a) y de las laminas interna (Fig.
14c) v externa (Fig. 14b) obtemdas después del tratamiento con EDTA, con ¢l explante dc intestino
completo se observo toda su estructura histologica: el epitelio (E) cilindrico simple, debajo del cual
cstd la lamina propia (LP) penetrando cn las vellosidades, por debajo de ésta, la lamina submucosa (S)
dondc sc puede obscrvar las criptas de Lieberkithn (Fig. 13 y 14a). En la scccion mas interna se pucde
observar las dos laminas musculares (M), una que corre longitudinalmente vy la otra de forma circular

(Fig. 14c), hecho que sc evidencia en ¢l corte (Fig. 14).

En los cortes de la seccion externa despues del tratamiento con EDTA, se pierde el epitelio (E)
y s¢ manticne Ja LP y la submucosa (S), incluso sc obscrvan algunas criptas de Licberkiihn (Fig. 14b).
La estructura dc la LP penctrando en las vcllosidades también se manticne (Fig. 14b). El grosor

aproximado dc csta lamina ¢s de 170p.
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Figura 13. Cortes transversales de intestino delgado normal de ratén Balb/c (A) Intestino completo (20x), (B) Vellosidad
intestinal (64x). Tincién hematoxilina-eosina. E= Epitelio, LP= Lamina propia, 3= Submucosa y M= Muscular, Barra=30..
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después de EDTA. E= Epitelio, LP= Lamina propia, 3= Submucosa y M= Muscular, CR= Cripta de Lieberkihn. Teflidos con
azul de toluidina. (64x). Barra=30p.
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Con respecto a la lamina interna csta ticne un grosor de aproximadamente 50p v presenta
¢élulas con citoplasma retraido, estas células son muy homogéneas, hacia la base se encuentran células
mucho mas alargadas con un citoplasma muy vacuolado. La lamina scrosa se picrde por completo (Fig.

14¢).
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Discusion

Desde que las DC fucron descritas como células accesorias en bazo hace 28 afios (Stcinman
and Cohn 1973) sc han estudiado v caracterizado ampliamente. Actualmente sc sabe que estas células
actban como centinelas en muchos tejidos no linfoides donde su principal funcion ¢s la dc captar
antigenos, procesarlos, transportarlos y presentarlos a los linfocitos T en el tejido linfoide mas préximo
(Banchercau and Steinman 1998). La subpoblacion mas estudiada es la de las c€lulas de Langerhans,

las cuales han sido analizadas tanto in vivo como in vitro (Steinman 1991).

En el caso de las DC intestinales su caracterizacion aiin esta en proceso, diversos estudios han
demostrado en la lamina propia la presencia de “células positivas™ para ¢! marcador MHC CII', sin
embargo no son resuitados conchluyentes (Mayrhofer, Pugh ct al. 1983; Soesatyo, Biewenga et al. 1990;
Maric, Holt et al. 1996). Las principales evidencias de la existencia de las DC intestinales derivan de
cstudios in vitro, donde las células son colectadas de vasos linfaticos que van a los ganglios
mescntéricos (Pavli, Hume et al. 1993; Liu and Macpherson 1995; Liu and Macpherson 1995). Los
anicos trabajos in vive quce demuestran la presencia de DC in situ cn ¢l intestino, son ¢n cortes

transversales realizados en la lamina propia.

En el presente trabajo se demostrd la presencia de una poblacion de células con morfologia
claramente dendritica MHC CII' en la ldmina intestinal interna, !a cual no ha sido descrita
antcriormente (Stcinman 2000, Comunicacién personal). Es posible que su ubicacion en la lamina
intestinal interna esté relacionada a la cercania con los vasos linfaticos que conforman ¢l plexo linfitico
localizado por debajo de la submucosa, el cual consiste de los vasos que vienen de la mucosa y los de
la lamina muscular {(Geneser 1984; Gartner and Hiatt 1997). Esta observacion podria ser importante
por que indica el acceso que estas células tendrian tanto a las vias linfaticas para desplazarse hacia los
panglios mesentéricos, como a los diversos antigenos presentes en estos vasos. Existen trabajos que
demucstran la capacidad de las DC intestinales para captar cucrpos apoptoticos (Albert, Pearce ct al.
1998; Albert, Sauter et al. 1998). Un trabajo reciente en rata demuestra que DC intestinales colectadas
de vasos linfaticos portan cuerpos apoptéticos de células epiteliales de intestino (Huang, Platt et al.
2000), y se ha propuesto que su papel estaria relacionado con induccion de tolerancia hacia antigenos

tisulares propios (Steinman, Turley ct al. 2000).

La ausencia de células con morfologia dendritica y con marcadores MHC Cll en la lamina

intestinal externa, bien podria deberse a una limitacion téenica (que la lamina sea demasiado gruesa y
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no permita la apreciacion de células positivas cn microscopia dptica), dado que ¢l grosor de csta lamina
¢s de aproximadamente 170, o bicn a que las células no estan expresando cste marcador cuando se

localizan en esta zona, o bien a que efectivamente, en esta area no hay este tipo de células.

La densidad celular diferente en las varias scccioncs anatémicas del intestino quiza pudicra
relacionarse con las funciones y condiciones fisioldgicas intestinales. Asi en ¢l intestino delgado donde
la principal funcion es la absorcion, vy los niveles de organismos patogenos y comensales son bajos ya
que las condiciones btoquimicas v ci alto peristaltismo no permiten el cstablecimiento de muchos
organismos, ¢s donde existe ¢l menor namero de estas células. En cambio, en ¢l intestino grueso donde
los niveles de organismos patégenos superan por mucho los encontrados cn el intestino delgado, se

observaron fos niveles mas altos de ¢élulas dendriticas MEC CI1,

Las cétulas CDI11b(Mac-1)' dendriticas corresponden a otra poblacion ain no descrita en ¢l
intestino. En la litcratura sc ha descrito ta ausencia de células CDIIb(Mac-1)' macrofagicas cn ¢l
intestine tanto de raton (Kelsall and Strober 1996) como de humano (Pavli, Maxwell et al. 1996}
Considerando la morfologia de las células que observadas en las inmunohistoquimicas, éstas podrian
corresponder a DC, aunque habria que probar su funcionalidad. Sc ha demostrado la cxpresion de
moléculas CDt1b (Mac-1) en células dendriticas de bazo (Lcenen, Radosevic ct al. 1998) v de
Langerhans. Estos trabajos postulan que la expresion de esta molécula esté relacionada con el linaje al
cual corresponden; en este caso se propone que sean de linaje mieloide (Anjuere, Martin et al. 1999).
Se ha demostrado en granulocitos que la expresion de este marcador esta relacionada con quimiotaxis y
adhesion (Anderson, Miller et al. 1986), ademas de que juega un papel importante en la fagocitosis de
bacterias mediada por complemento {este marcador es también un receptor de complemento). La
expresion de esta molécula en DC no se modifica con la maduracién, a diferencia de monocitos y
neutréfilos, los cuales regulan la expresion de CD11b (Mac-1) durante su diferenciacion y ante la

presencia de estimulos inflamatorios (Rescigno, Rittig et al. 1999).

Las células Thy-1"/y8" dendriticas son una pobiacién particular de piel (DETC), y su
funcionalidad cs aun incierta (Bergtresser, Robert ct al. 1983). Estas células también sc han descrito ¢n
el carrillo bucal y esofago, v se propone que estan relacionadas sélo con epitelios estratificados
(Cohen, Alves et al. 1987). Sin embargo, sc encontrd una poblacion Thy-1" con morfologia claramente
dendritica in situ en intestino, ¢l cual cuenta con un cpitelio monocstratificado (simple) y la ubicacion
de esta poblacién es en la limina intestinal interna {entre la submucosa y la muscular). Esta poblacion

tampoco se ha descrito hasta la fecha. La poblacion Thy-1" no dendritica corresponde a una poblacién
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dc linfocitos T intestinales que aparentemente no ha sido descrita cn la lamina intestinal interna. Solo
sc ha descrito una poblacién de linfocitos T Thy-1"48" intracpiteliales cn la lamina propia (Liu and

Macpherson 1995).

En cuanto a la de cdad de los ratones Balb/c, ¢l resultado que cabe destacar es la disminucion
en la densidad de células MHC CII' ¢n fa scmana 6 y ¢l aumento en la semana 8. El intestino de los
ratones cuenta con ciertas caracteristicas fisiologicas v bioquimicas cuando nacen, las cuales sc
modifican a lo largo de su vida, tal vez los cambios mas dramaticos se dan en ¢l momento del destete
(fecha en que las crias se separan de la madre v deben de alimentarse por si mismas). Es precisamente
en cstc momento cuando se dan los mayores niveles de estimulacion antigénica, cl intestino sufrc
cambios dramaticos que van desde ¢l aumento cn el grosor de la pared intestinal, ¢l aumento en la
actividad dc fosfatasa alcalina, hasta el incremento en las poblaciones de microorganismos comensales
(Kaplan, Brewer et al. 1983). Es posible que la variacion observada en la densidad dc células

dendriticas MHC CII” ¢sté relacionada con estos cambios.

El ligando dc CD40 ¢s una glicoprotcina de 33kDa (261 residuos de aminodcidos) quc sc
expresa en linfocitos T CD4 activados, linfocitos T CD8, baséfilos y cosindfilos (Banchercau, Bazan ot
al. 1994). Pertenecc a la superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), las moléculas
pertenecientes a esta familia realizan funciones biologicas que incluyen la proliferacién, la induccion
de secrecion de citocinas vy la apoptosis (Maliszewski, Kennedy et al. 1998). Su receptor, CD40 es una
glicoproteina de 50kDa (277 residuos de aminoicidos) expresada cn células B, monocitos, DC, DC
foliculares, cpitelio timico y ¢n algunos carcinomas {Banchercau, Bazan ct al. 1994). La interaccion de
¢stas moléculas tiene diversas consecucncias, v en el caso de las DC sc ha demostrado in vive que la
ausencia del ligando de CD40 interfierc con la migracion de las células de Langerhans desde la
periferia a los ganglios linfaticos, después de estimulacion antigénica topica (Moodycliffe, Shreedhar
et al. 2000).

Respecto a los datos obtenidos en los ratones CD40L-/-, sc¢ ha descrito que en ¢l caso de las
célutas de Langerhans no existe diferencia en densidad celular ni en morfologia entre esta cepa y los
C57BL/6 (Moodycliffe, Shreedhar et al. 2000). En nuestros estudios en intestino tampoco s¢ encontrd
diferencia, por lo que se concluyd que la ausencia de CD40L no parece ser fundamental para el

desarrollo ontogénico de DC ni para la colonizacion de csta poblacion de DC en intestino.
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Conclusiones

Se obtuvicron dos laminas intestinales, aplicando la téenica de separacion de laminas
epidérmicas cn ¢l intestino. La lamina cxterna (hacia ¢l lamen) consta de la LP vy la submucosa,
micntras que la lamina interna (hacia la serosa) consta de las dos sccciones de musculo presentes en cl

Intcstino,

Se encontraron células con morfologia claramente dendritica positivas para los marcadores
MHC CII, CD1ib (Mac-1) y Thy-1 solamente en las seeciones intestinales internas, cuyas densidades
aumentan a lo largo de las regiones anatdmicas intestinales. La presencia y densidad de estas células no

varia cntre fas cepas de ratones con las que se trabajo (Balb/c, C57BL/6 y CD40L-/-).

En ¢l caso dec las células Thy-1" se encontraron, ademas de una poblacion claramente
dendritica, ofra con morfologia no dendritica ¢n la seccion intestinal interna, cuya densidad ¢s mayor

en ¢l intestino delgado que en ¢l grucso.

Perspectivas

< Realizar dobles marcajes para determinar el porcentaje de células dobles positivas MHC CII/
CD11b (Mac-1)

% Para determinar si la poblacion dendritica MHC CII' esta asociada a vasos linfaticos, realizar
doblc marcajc con CD31 y MHC CII.

% Usar ¢! modcelo dc explantes intestinales para analizar la capacidad de migracion in vifro,
empleando diferentes ticmpos de cultivo v quimiocinas.

< Realizar un anaiisis funcional para la captacion de antigenos administrados oralmente
(particulas de carbon, particulas de latex marcadas o £ coli marcadas), para posteriormente
realizar inmunohistoquimica, microscopia confocal y MET,

< Dado que muchos antigenos no penetran ficilmentec hasta la seccion histologica donde se
describen las células, sc propone estudiar la captacion de antigenos induciendo la formacién de
ulceras focales mediante la administracidn de indometacina.

<+ Examinar si estas cclulas portan cuerpos apoptoticos, dado que cllo s¢ reportd para otras

poblaciones de DC en intcstino de rata (Huang, Platt et al. 2000).
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Apéndice |

Preparacion de Soluciones

Alcoholes Graduales

Las dilucioncs se realizaron a partir de aleohol ctilico al 96% con agua destilada, segtin la tabla

de Gay-Lussac (Aguilar Morales, Coutifio Bello et al. 1996).

Anticuerpos

Las diluciones de los anticucrpos sc realizaron a las concentraciones cstablecidas segiin las

titulaciones en BSA 0.1%, vy deben de realizarse al momento en el que se van a usar.

Azul de Tolwmidina 0.5%

Sc pesan 0.5gr de azul de toluidina (Sigma) y lgr de bérax (Sigma). Para disolverlos sc
calicntan 100ml de agua destilada vy se agrega el bérax, antes de ebullir se agrega poco a poco el azul
de toluidina, si es necesario se completa el volumen inicial. La solucion se deja enfriar y se filtra. Se

mantiene a temperatura ambiente v sc recomienda filtraria cada 30 dias.

BSA 0.1%

Se pesan 0.25gr de BSA (Sigma) y se disuelven poco a poco en 200ml de soluctdn salina
0.83%, posteriormentce ia solucion s¢ pasa a un matraz aforado de 230mi y s¢ afora al volumen total. S¢

almacena a 4°C. Se recomienda esterilizar por filtracion la solucién si sc¢ va almacenar.
Cacodilato de Sodio 0.1M
Se pesan 17.12gr de Cacodilato de Sodio (Electron microscopy sciences), los cuales se

disuclven en 200ml de agua destilada y se ajusta ¢! pH a 7.2 (con HCI IN). Se afora la solucion a Ht y

sc almacena a 4°C.
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DAB

La DAB (Gibco BRL) debe pesarse rapidamente debido a que es altamente toxica y se absorbe
a nivel cutanco. Se pesan 3mg y se disuelven en 6ml de Tris y a la solucidn obtenida se le agregan 30ul

de H,0; 30%, La solucién debe de preparase al momento de usarse.

EDTAO0S5 M

Este reactivo sc prepara en una solucion 0.5N de NaOH, ¢n 950ml de ésta sc disuclven poco a
poco 186.12gr de EDTA, una vez disuelto por completo sc ajusta ¢l pH a 7.4 y sc afora el volumen a

1t. Esta solucion debe de mantencrse a 4°C.

Epon 812

La resina Epon 812 (Elcctron microscopy scicnces) se prepara a base de 2 Stocks, ¢l Ay ¢l B,
cuya composicion s¢ deseribe a continuacion.

+ Stock A: Consta de 3lgr dc Epon 812 y 100gr de Dodecenil Anhidrido Succinico (DDSA),
debido a la alta viscosidad de estos dos componentcs, deben agitarse perfectamente para que la
composicion final de la resina sea la correcta. El stock sc almacena a 4°C.

o Stock B: Consta de 50gr de Epon 812 y 44 5gr de Anhidrido Metil Nadico (NMA), esta mezcla
también debe agitarse perfectamente. El stock se almacena a 4°C.

Para preparar fa resina de uso se mezclan 2 unidades del stock A y 3 del stock B, ademas, debe
agregarse cl catalizador Tri-metilaminometil-fenol (DMP-30) 0.15ml por cada 10ml de resina a

preparar.
Glutaraldehido 2.5%
Este reactivo debe preparase en la campana de extraccion, se usan 190ml de cacodilato de

sodio 0.1M, en los cuales sc disuelve poco a poco ¢l contenido de una ampolleta de glutaraldehido

50% (Electron microscopy sciences). La solucion se almacena a 4°C.
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PBS

Sc pesan 8.0gr de NaCl, 0.2gr de KCI, 1.15gr de Na,PO, y 0.2gr de K.HPOQ,. En la parrilta de
agitacion se¢ colocan 950ml de agua bidestilada y se disuelven uno a uno los reactivos pesados. Una vez

disucltos sc ajusta ¢l pH a 7.4 v sc csteriliza en autoclave inmediatamente.
Pcroxido 3%

De la solucion stock de peréxido al 30% (Productos Quimicos Monterrey), se realiza una
dilucion 1:10 con solucién salina para obtencr una concentracion final de 3%. La solucion debe de

prepararse en ¢l momento y cubrirse de la luz con papel aluminio.
Solucion Salina (0.85%

Sc pesan 17gr de NaCl (Baker), y se disuclven en 1.5ks de agua destilada, posteriormente la

solucion se pasa a un matraz aforado de 2its v sc afora al volumen total. Se almacena a 4°C.
Tetradoxido de Osmio (0sO,) 2%

Estc reactivo debe prepararse en la campana de extraccion, la ampolleta de Tetraoxido de
Osmio con lgr (Electron microscopy sciences) debe lavarse perfectamente con agua v jabon,
postcriormente, y sin tocarla con los dedos s¢ limpia con alcohol ctilico al 100% y por dltimo con agua
destilada. En un matraz con tapon esmerilado se colocan 50ml de agua bidestilada y se procede a abnir
la ampolleta, esta se deja cacr en el agua. El matraz debe protegerse de la luz. El reactivo tarda en

disolverse 24hrs. Siempre que s¢ usc cste reactivo debe utilizarse la campana de extraceion,
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Apéndice 2

Lista de Reactivos

Reactivo

Acclona

Anticuerpo congjo anti-rata, Biotinado
Anticuerpo rata anti-CD11b de ratén(Mac-1)Biot
Anticuerpo rata anti-MHC Cil de ratén
Anticuerpo rata anti-Thy-1 de raton
Alcohol etilico 96°

Azul de toluidina

BSA

Bérax

Cacodilato dc Sodio

DAB

EDTA

Epon 812

Estreptavidina conjugada con Peroxidasa
Glutaraldehido

KCI

NaCl

Na,;PQ,

Oxido de propileno

Peréxido

Poli-mount

Suero de Chivo

Tetradxido de Osmio

Proveedor

Productos Quimicos Monterrey
Vector Laboratories
Pharmingen.

Hibridoma NIM-R4

ATCC

Productos Quimicos Monterrey
Sigma

Sigma

Sigma

Electron microscopy sciences
Gibco, BRL

Baker

Electron microscopy sciences
SBA

Electron microscopy sciences
Baker

Baker

Baker

Electron microscopy sciences
Productos Quimicos Monterrey
Polysciences

Sigma

Electron microscopy scicnces
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